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“El planeta es un organismo.
Todos nosotros somos células

con propdsitos diferentes...”
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RESUMEN

El talio y sus compuestos son considerados altamente peligrosos para los seres
vivos. Debido a su similitud con los iones potasio (K*) las plantas y mamiferos lo
absorben facilmente, en los animales ingresa a través de la piel, por el tracto
digestivo y respiratorio y, una vez absorbido es distribuido en todo el cuerpo,
puede cruzar la barrera placentaria, hematoencefalica y hematogonadal, por lo
que puede inducir neurotoxicidad, toxicidad reproductiva y sobre el desarrollo. De
hecho para los mamiferos cualquiera de sus formas quimicas son tdxicas
independientemente de la via de administracion. Este metal representa un riesgo
para la poblacién en general debido a la exposicion diaria a través de diferentes
vias, incluyendo la inhalaciéon de aire, consumo de agua potable o alimentos
contaminados, también la exposicidon a residuos industriales e hidrocarburos
organicos y pesticidas. Para conocer los efectos sobre el desarrollo,
embriotoxicidad y fetotoxicidad, en este trabajo se utilizO acetato de talio
(CH3COOTI) administrado a ratones hembra prefiadas de la cepa CD-1 de tres
meses de edad. Se formaron 5 grupos (10 hembras por cada uno), tres de ellos
tratados con CH;COOTI (con 4.62, 9.25 y 18.5 mg/kg) y otro grupo testigo al cual
se le administr6 agua inyectable, todos los tratamientos se dieron via
intraperitoneal el dia 7 de gestacion (dosis unica) y las hembras se sacrificaron en
el dia 18 de gestacion. No se observo toxicidad materna o toxicidad embrionaria y
fetal en ninguno de los casos en los grupos tratados con CH3;COOTI. Las
principales variaciones al evaluar la anatomia externa de los fetos consistieron en
rotacion de extremidades superiores e inferiores y al evaluar el sistema
esquelético se observo osificacion tardia en los huesos, principalmente de cabeza,
esterndn-costillas y extremidades inferiores. Los resultados encontrados en el
presente trabajo muestran que el CH3;COOTI dafia el proceso de osificacion
esquelética pero éste puede o no ser permanente por lo que no puede ser
seflalado como un agente teratogeno hasta realizar mas estudios utilizando el

mismo modelo de prueba y compuesto.
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I. Introduccién

Los metales por su utilidad han contribuido al desarrollo tecnolégico del hombre,
no obstante, muchos de estos elementos se encuentran en concentraciones que
no existian en el ambiente, lo que ha contribuido al deterioro de la calidad del aire
y del agua propiciando su acumulacion en suelos y en los alimentos (Peter y

Viraraghavanb, 2005; Rodriguez-Mercado y Altamirano Lozano, 2013).

La exposicion a concentraciones elevadas de compuestos metalicos, sobre todo a
los no esenciales, afectan a los organismos a varios niveles debido a que la
mayoria son toxicos (Galanis et al., 2009; Zheng et al., 2014) y los organismos
muestran poca adaptabilidad o son incapaces de asimilar su presencia
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013). Por ejemplo, el plomo (Pb),
mercurio (Hg) y el cadmio (Cd) pueden atravesar la barrera hematoencefalica y
producir neurotéxicidad, otros como el galio (Ga), indio (In) y talio (Tl) son
considerados altamente peligrosos por sus efectos nocivos sobre la salud (Yu et
al., 2011).

1.1 Talio

El talio (TI) forma parte del grupo IlIA de la tabla periddica, junto con el boro (B), el
aluminio (Al), el galio (Ga) y el indio (In). Su nombre deriva del término griego
Thallos, es decir, rama verde o joven. Fue aislado en 1861 por William Crookes y
por el quimico francés Claude Auguste Lamy, es un metal pesado de aspecto
brillante, es de color gris azulado, ductil y tiene una densidad de 11.85 g/cm®

(Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Repetto y Del Peso, 2012).

Este metal no se encuentra puro en la naturaleza, esta presente como elemento
traza en algunos minerales como la crookesita [(TICuAQ).Se], orbaita (TIAs,SbSs),
lorandita (TIAsS;), feldespatos, micas, rocas volcanicas y se encuentra asociado
principalmente con potasio y rubidio (Galvan-Arzate y Santamaria,1998; Repetto y
Del Peso, 2012). Se estima que se libera al ambiente 5000 toneladas de talio por
ano, debido a la actividad industrial, como la combustion del carbén y la

produccion de cemento, en el afo 2004 la produccion alcanzé 12 Ton, sin
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embargo, a principios del 2005 se mantiene un nivel relativamente estable de 10

Ton. por afio (Karbowska, 2016).

El talio se encuentra en dos estados de oxidacion, TI* y TI**, ambos se consideran
altamente toxicos para los seres humanos y los organismos tanto domésticos
como silvestres. La mayoria de las sales de este metal son incoloras, inodoras e
insipidas, donde las mas comerciales son el acetato de talio, carbonato de talio y
sulfato de talio (con TI*'y TI**) y el tricloruro de talio y sesquidxido de talio (con
TI*) (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013).

En este trabajo se empled el acetato de talio (C,H3O,Tl) que es una sal que
forma cristales blancos, se descompone a alta temperatura, tiene un punto de
fusién de 131°C, es muy soluble en agua fria, soluble en alcohol, muy soluble en
cloroformo e insoluble en acetona, cuya dosis letal (DLso) en ratones es de 37

mg/kg por via intraperitoneal (ip) (Repetto y Del Peso, 2012).

1.2 Usos del talio

El Tl tiene actualmente varios usos, como se muestra en el Cuadro I, en la
industria de la fabricacion de lentes y componentes dpticos de espectrofotometros,
hechos de cristales de bromoyoduro de talio y como un catalizador de diversos
procesos quimicos industriales. También es empleado en la fabricacién de celdas
fotoeléctricas con oxisulfuro de talio, contadores de centelleo, fuegos artificiales,
joyeria de imitacién, semiconductores, instrumentos infrarrojos, rodenticidas,
productos de la industria de vidrio, vidrio 6ptico, asi como en una aleacion de talio
y mercurio en termémetros de baja temperatura; en medicina como un
radioisdtopo (*°'TI) para imagenes de tumores y del miocardio, en tratamientos
depilatorios y pigmento para cosméticos (Tsai et al., 2006; Repetto y Del Peso,

2012; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
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Cuadro I. Usos del talio y sus compuestos.

Usos

Compuestos de Tl

Aleaciones

Resistentes a los acidos, resistentes a la corrosion, y
aleaciones antifriccion.

Aleaciones de electrodos.

Aleaciones para termémetros de baja temperatura.

Biologia y medicina
Diagndstico de melanomas

Centellografia de imagenes del corazén, el higado, la
tiroides y los testiculos.

Eléctricos y electrénicos
Anadido a las lamparas de mercurio

Lentes, placas y prismas en los sistemas espectroscépicos
Opticos.
Fabricacién de fotocélulas eléctricamente sensibles.

Fabricacién de la fibra de vidrio (6ptico) con una
preparacion de alto indice de refraccién de vidrio negro o
marron opaca.

El vidrio impregnado con Tl se utiliza como recubrimientos
protectores sobre los semiconductores, condensadores y
otros dispositivos electrénicos.

Para detectar la radiacion infrarroja.

Productos farmacéuticos
Cosmeéticos y productos depilatorios para tratar las
infecciones fungicas del cuero cabelludo.

Otras aplicaciones industriales
Catalizador en la oxidacion, reduccion, aromatizacion
esterificacion y polimerizaciéon de las moléculas organicas.

Fuegos artificiales.
Fabricacién de plaguicidas.

Pigmentos y colorantes.

La produccién de joyas de imitacion y los diamantes
artificiales.

La produccién de fertilizantes de fosfato y otros fertilizantes.

Sintesis del amoniaco, la cloracion de hidrocarburos, y
varias reacciones de oxidacion-reduccion.

Varios compuestos de talio

201T|

Haluros de TI

TIBry Tl
TS y Tl; haluro

TL,COsTIBr, Tll, y

T1,CO3, selenito de TI,
y otros compuestos

Oxisulfurode TI

CH;COOTly
TI,SO,

CH3;COOTI,
TINO3, y otras sales

TINO;
T|2C03 Yy T|2804

Cromato de TI (TI,CrO,)
TLCO3y Tl

oxidos

No hay datos

TICI, 6xidos de TI,
y otras sales

Tomado y modificado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013.
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1.3 Fuentes de emision

Diversas industrias liberan Tl al ambiente. Por ejemplo, durante la produccion de
energia eléctrica, plantas cementeras y procesos de refinacion son fuentes que
emiten polvos y humos con Tl, contaminando la superficie del suelo, el aire y el
agua de los lugares cercanos, por lo que, los alimentos provenientes de esas
zonas tienen elevadas cantidades de este metal (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2013; Caserta et al., 2013).

Lo anterior representa un riesgo para la poblacion ya que pueden sufrir exposicion
diaria a Tl a través del contacto con los residuos industriales, suelos
contaminados, hidrocarburos organicos o pesticidas, a través de diferentes vias
como la respiracién, el tracto digestivo o la piel (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013; Caserta et al., 2013).

El TI puede ser consumido en agua (menos de 1ug/L) y por alimentos
provenientes del mar o terrestre de origen animal y vegetal. Por ejemplo, algunos
peces como la tilapia dorada y la trucha de arroyo (Salvelinusfontinalis) contiene
800-8,600 y 3,000 ug de Tl por kg de peso, respectivamente. En mariscos las
partes blandas de moluscos o crustaceos y peces marinos contienen de 349-2,930

Mg TI/kg de peso humedo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Los alimentos de origen animal como la carne de puerco contienen 1.7 ug Tl/kg de
peso seco, otras carnes rojas de 50 a 70 ug/kg y las aves de corral contienen 2.8
Mg/Tl/kg. La concentraciéon de Tl en la leche esta entre 10 y 30 pg/kg. En el forraje
destinado para la alimentacién de animales se ha encontrado de 20-80 ug/kg, en
tanto que la parte comestible de diversas verduras y cereales de 20-300 pg/kg y
de 20-30 pg/kg en la papa. El Tl también se encuentra en algunos productos de
consumo como el tabaco, con niveles de 1.1-2.4 ng por cigarrillo, en vinos rojos y
blancos de 40-480 ug/kg respectivamente (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013).
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1.4 Toxicidad de talio

Este metal es considerado altamente peligroso para varias especies, cualquiera de
sus compuestos independientemente de la via de administracion (Repetto y Del
Peso, 2012). Reportes de personas que ingirieron grandes cantidades de talio
durante un periodo corto de tiempo presentaban diversos sintomas, entre los que
se encuentran vomito, diarrea, alopecia, lineas Mees en las ufias, asi como
también disestesia (pérdida o exageracién de la sensibilidad), neuropatia dolorosa
(el dolor puede ser espontdaneo o inducido por estimulos normalmente no
dolorosos, como el tacto), debilidad muscular (cansancio), paralisis de los nervios
craneales, ataxia (dificultad de coordinacion de movimientos), temblores,
convulsiones, coma y en varios casos muerte. (Peter y Viraraghavanb, 2005; Tsai
et al., 2006; Karbowska, 2016).

La exposicion de los seres humanos a una dosis de 3.4 mg/kg produce efectos
adversos a la salud y cerca de 6 mg/kg suelen ser letales. Por lo anterior la
Agencia de Proteccién Ambiental de los Estadios Unidos (US EPA) ha informado
que el Tl es mas toxico que otros metales tal como el Hg, Cd y Pb; por lo que
algunos autores consideran que el Tl representa un elevado riesgo para la vida
silvestre y en particular para los mamiferos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013).

Debido a su similitud con los iones potasio (K*) las plantas y mamiferos lo
absorben facilmente. Por ejemplo, en los animales ingresa a través de la piel, por
el tracto digestivo y respiratorio (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Karbowska, 2016). Una vez absorbido, es
distribuido en todo el <cuerpo, puede cruzar la barrera placentaria,
hematoencefalica y hematogonadal, por lo que puede inducir neurotoxicidad,
toxicidad reproductiva y sobre el desarrollo (Figura 1) (Yu et al., 2011; Caserta et
al., 2013; Zheng et al., 2014).
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Figural. Muestra las rutas que sigue el talio desde su entrada al
organismo, absorcidon y excrecién (tomado y modificado de

Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

1.5. Toxicidad de talio en reproduccion y en el desarrollo

La toxicidad de los metales puede alterar el funcionamiento del sistema
reproductor, femenino y masculino (Caserta et al.,, 2013). Trabajos in vivo
mostraron que la exposicion a diferentes compuestos de Tl puede producir efectos
en los testiculos y espermatozoides. La administracion oral de sulfato de talio (270
Mg Tl/rata) a ratas Wistar macho durante 60 dias, provoco desarreglo del epitelio
tubular, cambios en las células de Sertoli, acumulacion de talio en los testiculos y

reduccion de la movilidad espermatica (Formigli et al.,, 1986), en tanto que, la
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administracion de carbonato de talio via oral en ratones machos durante 6 meses,

disminuy6 la movilidad y la viabilidad espermatica (Wei, 1987).

Por otra parte, la administracion de sulfato de talio a cultivos mixtos, de células
germinales y de Sertoli, en concentraciones de 35, 7 y 1.4, yg inhibe la capacidad
de adhesién al sustrato de manera dependiente de la concentracion y del tiempo
(Gregotti et al., 1992). Los autores concluyeron que este trabajo mostraba
resultados comparables con los efectos in vivo de la toxicidad testicular en células

germinales y de Sertoli.

En cuanto al sistema reproductor femenino la presencia de metales puede
desarrollar patologias ginecoldgicas, que afecta desde la produccion de gametos,
fertilizacion y el desarrollo de la progenie (Caserta et al., 2013), provocando
defectos estructurales y funcionales al nacimiento “efectos teratogénicos”, ambas
anomalias se refieren a cambios permanentes en el neonato que resulta de la
exposicidn intrauterina (Wells et al., 2005). Es por ello que el ambiente en el cual
vive la madre tiene gran importancia en el buen término del desarrollo del producto

(Altamirano-Lozano, 2006).

En el Cuadro Il, se muestra la informacion de la toxicidad reproductiva del Tl en
murinos, también se pueden observar los efectos del talio en el desarrollo
embrionario y perinatal, que son escasos, predominando los efectos sobre el
sistema 6seo. Como lo muestra el trabajo realizado por Hall en 1977, donde
aplicaron 0.6 mg/huevo de sulfato de talio y encontraron reduccion en el
crecimiento de la tibia, angulacion y necrosis de los condrocitos, concluyeron que
el talio produce efecto en la matriz del cartilago de los huesos largos, debido a que
disminuye la sintesis de glucosaminoglicanos y retarda la deposicién en la matriz

extracelular afectando el desarrollo del hueso (Hall, 1977).
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Cuadro Il. Toxicidad reproductiva y sobre el desarrollo inducida por talio en rata y raton.

Especie Sexoy edad Ruta Dosis y duracién Efecto Referencia
Rata Machos Oral 0.10 ppm de sulfato Desarreglos del epitelio tubular del testiculo, Formigli et
10/grupo  adultos (en agua de talio (I). Durante 30 vacuolizacién citoplasmica, reduccion de la al.,
potable) o 60 dias. movilidad espermatica. Afecta las células de Sertoli 1986.Gregotti
y reduccién de la actividad p-glucorodinasa. et al., 1985.
Raton Machos Oral 0, 0.001, 0.01, 0.1, Disminucion de la movilidad y conteo espermatico. Wei 1987.
(edad no (en agua 1.0, y 10 mg/L de Incremento de espermatozoides anormales.
especificada) potable) carbonato te talio (I)
correspondiente a 0, Evaluacion de la funcion reproductiva masculina con
0.0003, 0.003, 0.03, hembras no tratadas. Disminucidon de fetos vivos en
0.3, y 3mg/kg de TI las primeras tres concentraciones de carbonato de
por dia. Por 6 meses. talio.
Rata Hembra y De madres a 0.1 mg/dL de sulfato Cincuenta dias después de la exposicion prenatal y Rossi et al.,
macho en hijos de talio (I), del dia 1 postnatal se observd retraso en el desarrollo y 1988.
etapa (en agua de gestacion hasta el atrofia de los foliculos pilosos.
perinatal potable) destete. Durante 60
dias.
Barroso-
Rata No (intraperitoneal) 16 mg/kg de acetato En general presentan tamafo corporal pequefio, Moguel et al.,
especificado de talio (I) un dia alopecia persistente, diarrea y atrofia muscular 1996.
después del progresiva en ambos miembros posteriores.
nacimiento.

Tomado y modificado de EPA US, 2009.
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Ratas recién nacidas (24 h de edad) tratadas con una administracion
intraperitoneal de acetato de talio (32 mg/kg) y sacrificadas en diferentes tiempos
presentaron sintomas como diarrea y alopecia, asi como efectos sobre el
desarrollo tal como retraso en la osificacion de las extremidades anteriores,
ademas encontraron que las células cartilaginosas estaban alteradas o muertas,
con disminucion del cartilago y trabéculas éseas escasas (Barroso-Moguel et al.,
1992).

En otro estudio realizado con acetato de talio, la administracion ip (16 mg/kg) en
dosis unica a ratas recién nacidas (1 dia después del nacimiento) y sacrificadas a
los 8 y 50 dias después de la aplicacién, indujo reduccion de la talla, alopecia,
diarrea y atrofia muscular progresiva en ambos miembros posteriores, incluso 40%
de los animales tratados murieron antes de completar el periodo de tratamiento

(Barroso-Moguel et al., 1996).

Gibson y Becker (1970) al administrar en los primeros dias de gestacién sulfato de
talio de forma ip, varias dosis y en diferentes dias a ratas hembras prefadas,
encontraron reduccion del peso corporal de los fetos, aumento en la incidencia de
hidronefrosis y falta de osificacion en vertebras; en tanto que la administracion de
Tl en los ultimos dias de gestacion, no mostré incidencia de anormalidades, pero
en general se presentd toxicidad materna como diarrea, letargo, irritabilidad,

pérdida de pelo y falta de brillo en el mismo.

Otro estudio dirigido por Rossi et al. (1988), encontraron que ratas hembra vy
macho expuestos de manera pre- y postnatal a 1 mg/dl de sulfato de talio en agua
bebible, presentaban retraso en el desarrollo y atrofia de los foliculos pilosos y

dano en la actividad motora.

Los seres humanos también estan expuestos y presentan talio en su organismo
como lo demuestra un trabajo realizado en la comunidad de Shanghai, China,
donde evaluaron la exposicion prenatal y neonatal a metales pesados, entre ellos
TI. En este trabajo se examinaron 1652 parejas (madre e hijo) de 2008-2009, se

evalud la concentracion de metales pesados en sangre de cordon umbilical. La

Yazmin Vizquez Martinez



11

concentracion de Tl fue de 0.02 ug/L, que es considerada como un nivel medio de
exposicion, estimado como seguro. Ademas, los autores asociaron la presencia de
este metal en el cordon con el material de la tuberia de agua de la vivienda.
También encontraron, asociacion entre la exposicion a diferentes metales (Cd, Hg,
As y TI) durante la prefiez con la disminucién en el numero de aciertos de la
prueba de Comportamiento Neurolégico Neonatal. Los autores remarcan el hecho
de encontrar diferentes metales pesados en hijos de mujeres que no estan
expuestas laboralmente y que éstos pueden estar relacionados con partos

prematuros y disminucion del peso al nacer (Yu et al., 2011).

Un estudio realizado en cuatro ciudades de China de junio a agosto de 2011, que
incluyé 81 madres e hijos, en el cual se buscé la presencia de 9 metales, entre
ellos el Tl en sangre materna y de cordon umbilical, se detecté Tlen 79y 71.6 %
de las muestras, respectivamente. También encontraron que el aumento de los
niveles de Tl en madres tuvo efecto sobre el peso de los lactantes al nacer, y
aunque esta asociacién no fue estadisticamente significativa, se piensa que la
exposicidon intrauterina a metales pesados (en particular al Tl) es potencialmente
perjudicial para el desarrollo del feto, lo que lleva al retraso del crecimiento
intrauterino y por consiguiente a un menor peso al nacer en los recién nacidos (Hu
et al., 2015).

Una publicacién de Catalufia Espana, en la ciudad de Sabadell donde se realizd
un analisis de orina entre el ano 2004 y 2006 a 489 mujeres embarazadas en el
primer y tercer trimestre de embarazo para identificar 12 metales, los resultados
revelaron que las mujeres embarazadas tenian mayores concentraciones de Tl en
el primer trimestre en comparacidon con el tercer trimestre de embarazo, donde
esta diferencia puede deberse a los cambios metabdlicos durante el periodo de
gestacion y a pesar de que los niveles de este metal se encuentran dentro del
limite estimado, los autores concluyen que la medicién de estos metales en
cualquier etapa de embarazo proporcionan una estimaciéon de la exposicidon

durante todo el periodo de gestacion (Fort et al., 2014).
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Otro estudio realizado en poblacion humana en el que se midié la presencia de 13
metales en orina, entre ellos el Tl, en mujeres embarazadas y no embarazadas, de
diferentes etnias; blancas no hispanas, negras no hispanas, mexicanas
americanas y otros, de datos obtenidos del 2003-2010 de la Agencia de Salud
Nacional de Nutricion (NHANES) de los Estados Unidos, arrojaron que las
concentraciones de distintos metales fueron variables, pero se encontraron niveles
de Tl en orina para todas las mujeres revisadas y en las mexicanas/americanas se

registraron los niveles mas altos de Tl (Jain, 2013).

1.6 El ratén como modelo de experimentacion en teratogénests

La teratogénesis se refiere a los cambios permanentes en el neonato que pueden
ser defectos estructurales y funcionales causados por la exposicion intrauterina a
agentes teratégenos, incluso a niveles bajos de exposicion que generalmente son
inofensivos para sus progenitoras (Wells et al., 2005; Zheng et al., 2014). Los
ratones se han utilizado desde el siglo XIX en pruebas de toxicidad. Su alta
fecundidad (capacidad de reproduccién), gestacién y vida corta hacen que sean
utiles para el estudio de teratologia ademas tienen tamano pequefo y costo
relativamente bajo, recomendable para cuando se necesitan datos de un gran
numero de animales. También existe una amplia gama de variantes genéticas que

estan bien caracterizadas anatomicamente y fisiolégicamente (Sirois, 2005).

El nombre taxondmico del ratén de laboratorio es Mus musculus esta especie es
miembro de la familia muridae y conocido como el ratdén albino suizo o casero, es
considerado como poligamo, ya que un ratdon macho se aparea con varias
hembras. Los ratones hembra son continuamente poliéstricos con un ciclode 4 a 5
dias. El estro dura aproximadamente de 9 a 20 h. La edad de la pubertad varia un
poco entre las cepas diferentes, pero es generalmente 35 dias, con la madurez
sexual completa con 50 dias en los machos y 50 a 60 dias en las hembras. La
ovulacion espontanea se produce aproximadamente de 8 a 11 h después del inicio
del estro. El apareamiento generalmente puede ser confirmado por la presencia de
un tapdén vaginal que normalmente persiste durante 16 a 24 h después de la

copula. La gestacidon es de 19 a 21 dias, con un tamano medio de la camada de
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10 a 12 crias. Una considerable variacion en tamano de las camadas se ve con
diferentes cepas y hembras de diferentes edades. Las hembras jovenes suelen
tener camadas mas pequefias. Las crias de los ratones nacen sin pelo y ciegos. El
oido externo se abre al 3 dia y abren los ojos de entre los 12 a los 14 dias. Las
crias son destetadas de entre los 11 a 14 dias. Al igual que con otros murinos, el
ratbn macho tiene la papila genital mas grande que las hembras y una mayor

distancia entre la papila y el ano (Sirois, 2005).

1.7 Evaluacion del esqueleto

Durante la organogénesis la exposiciéon a metales puede causar anomalias en el
feto, mientras que durante otros periodos de gestacién puede dar lugar a la
letalidad embrionaria o fetal, y tener otros efectos sobre el desarrollo. Bioensayos
de teratogénesis en roedores (hamster, ratones o ratas) dieron resultados
positivos para los compuestos de varios metales (Al, As, Bo, Cd, Co, Cr, Cu, Ga,
Hg, Li, Mn, Ni, Pb, Se, U, V y Zn), produciendo muertes fetales y postnatales
tempranas, malformaciones como anencefalia, defectos oculares, paladar hendido

y anomalias esqueléticas (Apostoli et al., 2007; Menegola et al., 2001).

En teratogénesis la evaluacion de las anormalidades esqueléticas en animales de
experimentacion es un paso crucial para determinar la actividad teratogénica de
diferentes agentes quimicos, entre éstos los compuestos que en su estructura
tienen metales (Menegola et al., 2002). La técnica de tinciéon de hueso es la mas
utilizada en pruebas de teratologia, no obstante, la técnica de tincion de cartilago y
hueso ha facilitado la determinacién de cambios en las vertebras, patas y costillas,
ademas de ser mas sensible para identificar cambios esqueléticos y cartilaginosos
y la recomendada por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
para llevar a cabo estudios de toxicidad del desarrollo (Dodo et al., 2009; Redfern
et al., 2007).
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I1. Justificacion

El Tl es un metal altamente téxico independientemente de la via de exposicion
(ingestidn, inhalacion, piel) y se considera que es uno de los metales mas nocivos
para los mamiferos; se distribuye por todo el cuerpo, puede cruzar la barrera

encefalica, gonadal y placentaria, asi como depositarse en diferentes 6rganos.

La exposicion a este metal representa un riesgo para la poblaciéon y ocurre de
manera cotidiana por el consumo de agua y alimentos contaminados debido a la
liberacién de polvos y humos de plantas cementeras, procesos de refinacion,
produccion de energia eléctrica y otros, llegando a la superficie de suelos, aire y

agua de los lugares cercanos.

Datos de los efectos sobre el desarrollo producidos por la exposicion a este
compuesto son limitados y no son concluyentes. Por lo anterior, en este trabajo se
planted evaluar los efectos del acetato de talio (CH3COOQTI) sobre el desarrollo
embrionario y fetal de los descendientes de ratones hembras de la cepa CD-1

tratadas con este compuesto.
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I11. Hipétesis

El Tl es capaz de cruzar la barrera placentaria y producir toxicidad a diferentes
niveles, por lo tanto, si se administra acetato de talio en el dia 7 de gestacién a
hembras prefiadas se espera encontrar efectos sobre el desarrollo embrionario y

fetal de la descendencia.
IV. Objetivos

4.1 Objetivo General
Evaluar los efectos del acetato de talio (CH3COOQOTI) en el desarrollo de los fetos
obtenidos de ratones hembra de la cepa CD-1 tratadas en el dia 7 con diferentes

dosis.

4.2 Objetivos Particulares
1) Evaluar la toxicidad en las hembras tratadas con acetato de talio.
2) Evaluar la toxicidad embrionaria y fetal de las camadas obtenidas.
3) Evaluar las malformaciones externas en los fetos de las hembras tratadas
con tres concentraciones de la sal de talio.
4) Evaluar las anormalidades esqueléticas (hueso y cartilago) en los fetos de

las hembras tratadas con la sal de talio.
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V. Materiales y Métodos

5.1 Animales

Se utilizaron ratones hembra sexualmente maduras de la cepa CD-1, de 3 meses
de edad (entre 35 y 40 g de peso), las cuales fueron proporcionadas por el bioterio
de la FES-Zaragoza, UNAM. Los ratones se mantuvieron con libre acceso a agua
y alimento para roedores (Harlan 20185), asi como periodos de 12-12 h luz-
oscuridad. Se mantuvieron a las condiciones de bioterio, con temperatura de 22°C
y 31 % de humedad. Las hembras se pusieron a aparear con machos

sexualmente maduros de la misma cepa en proporcion 2:1.

Se reviso la presencia de tapon vaginal, considerando este como evidencia de
coépula y como dia cero de prefiez. Las hembras se pesaron cada tercer dia y se
revisaron externamente: cambios de comportamiento, alopecia, diarrea o alguna

otra que pudiera presentarse.

5.2 Compuestos quimicos

El acetato de talio se obtuvo de la empresa Riedel-de Haén Chemical Company
(CH3COOT, CAS no. 563-68-8, pureza = 97%; Munich, Alemania). Para dar los
tratamientos el compuesto se disolvié en agua inyectable (Pisa, Mx). El cloruro de
cadmio (CdCly) y azul de alciano se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chem. Co. El

rojo de alizarina y la glicerina fueron de Hycel Mx.

5.3 Tratamientos

Las hembras prefadas se dividieron en 5 grupos (10 hembras por grupo). El
tratamiento se aplicé por inyeccion ip en el dia 7 de gestaciéon, 0.1 ml por cada 10
g de peso del ratén. Se tomé la DLsp del acetato de talio en ratdén para realizar los
tratamientos, que es de 37 mg/kg (Repetto y Del Peso, 2012). La aplicacion se

realizé a las 8:00 am y los grupos quedaron distribuidos de la siguiente manera:
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Grupo 1: testigo negativo; agua inyectable.
Grupo 2:1/8 de acetato de talio (4.6 mg/kg).
Grupo 3: 1/4 de acetato de talio (9.2 mg/kg).
Grupo 4: 1/2 de acetato de talio (18.5 mg/kg).
Grupo 5: testigo positivo 3 mg/kg de CdCl,.

YV V. V V V

El cadmio es un metal toxico reconocido por la Organizaciéon de las Naciones
Unidas como un potencial teratégeno en seres humanos, y a lo largo de los afos,
ha habido numerosos estudios que revelan que el cadmio independientemente de
la via de administracién puede producir gran variedad de malformaciones en ratas,
ratones y hamsters (Paniagua-Castro et al., 2007; Del Angel-Martinez, 2010; Calle
et al., 2015; Rus y Checiu, 2014), razén por la que en este trabajo se utiliz6 como

testigo positivo.

5.4 Obtencién de los fetos
En el dia 18 de gestacién se pesaron las hembras, se sacrificaron por dislocacién

cervical y se expuso el utero para iniciar el siguiente registro de datos:

Signos de toxicidad materna

e Peso: se calculd la ganancia de peso durante la gestacién, restando el
peso final menos el inicial.

e Estado general de las hembras: pérdida de pelo o erizamiento del
mismo.

Parametros para determinar embriotoxicidad y fetotoxicidad

e Peso fetal por camada

e Numero de fetos totales

e Numero de reabsorciones

¢ Numero de implantes totales

e Numero de fetos vivos

e Numero de fetos muertos
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5.5 Anormalidades externas

Los fetos se fijaron con alcohol al 70%, se registré la longitud de cada uno en
centimetros y se observaron bajo el estereoscopio para registrar la frecuencia y
tipos de anormalidades externas presentes en cabeza, tronco, cola vy

extremidades.

5.6 Anormalidades de hueso y cartilago - hueso

Después de la revision bajo el estereoscopio los fetos de cada una de las
camadas se distribuyeron de la siguiente manera: 50 % se fijé6 con solucién Bouin,
25 % se tifid con rojo de alizarina para revisar anormalidades esqueléticas y el otro

25 % con azul de alciano y rojo de alizarina para revision de cartilago y hueso.

5.7 Fijacion con solucién de Bouin
Los fetos fueron colocados de 6-8 h en solucién de Bouin y posteriormente en

alcohol al 70% para trabajos posteriores (como cortes histologicos).

5.8 Técnica de tincién para hueso (rojo de alizarina)

De cada feto se retiraron las visceras abdominales y se colocé el tiempo requerido
3 dias aproximadamente en rojo de alizarina (12mg/L) con hidréxido de potasio al
1% (10g/L).

5.9 Técnica de tincién de hueso y cartilago (rojo de alizarina y azul de alciano)

De cada feto se retiraron las visceras abdominales, después se procedié a tefir el
cartilago por 6 dias con azul de alciano (100mg/L disuelto en 800ml de etanol al
95% y 20 ml de acido acético glacial) y finalmente con rojo de alizarina (12mg/L)

con hidréxido de potasio al 1% (10g/L).

5.10 Andlisis del esqueleto
El analisis del esqueleto en los fetos para ambas técnicas incluyo:
e Revision de los huesos de craneo

e Revision de huesos de extremidades superiores e inferiores
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e Numero y forma de pares de costillas
e Numero y forma de las esternebras

e Numero y forma de las vértebras

5.11 Andlisis estadistico
e Para el analisis estadistico de los datos se realizé una x2 en todos los casos
(Tiboni et al., 2006).

VI. Resultados

6.1 Toxicidad materna

En el Cuadro lll, se muestran los datos de las hembras tratadas con las tres
diferentes dosis de acetato de talio 4.62, 9.25 y 18.5 mg/kg, administrado en el dia
7 de gestacion, donde no se observaron diferencias en la ganancia de peso,
tampoco presentaron sintomas de toxicidad como pérdida de pelo o cambios en la
conducta y todas llegaron al término de la prefiez, por lo cual se puede decir que

el tratamiento aplicado no produjo toxicidad materna.

Cuadro lll. Hembras tratadas con acetato de talio en el dia 7 de gestacion.

Testigo Tratamientos con CH;COOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5
Hembras
examinadas 10 10 10 10
Ganancia de 31.61+5.93 27.35+6.56 32+7.00 33.78415.26
peso (g) *

* Media + Desviacion estandar.

6.2 Toxicidad embrionaria y fetal
En el Cuadro IV, se muestran los datos de los productos de las hembras tratadas,

medias de los implantes por camada, fetos vivos, hembras con reabsorciones,
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reabsorciones totales, peso de las camadas, proporcién de sexos y longitud de

fetos, sin valores estadisticamente diferentes al grupo control.

Cuadro |IV. Datos de los fetos obtenidos de las hembras tratadas con acetato de
talio en el dia 7 de gestacion.

Testigo Tratamientos con CH3;COOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5
Camadas revisadas 10 10 10 10
Implantes/camada * 15.242.27 12.244.74 15.9+3.56 15.9+2.84
Fetos vivos 147 115 147 152
(*/camada) (14.71£ 2.23) (11.5+4.54) (14.7£ 3.19) (15.2+ 2.71)
Hembras con 4(40) 6(60) 6(60) 4(40)
reabsorciones (%)
Total de
reabsorciones: 5(2+3) 706 +1) 11 (5 +6) 7 (7+0)
tempranas + tardias
Peso de la camada* 24.92+3.44 20.47+6.40 24.94+3 .45 254314 .4
68/79 48/67 61/86 65/87
o
Machos/hembras (%) g o5/5374)  (41.73/58.2)  (41.49/58.50)  (42.76/57.23)
Longitud de fetos en
cm * 2.40+0.07 2.50+0.20 2.35+0.13 2.37+0.11

* Media + Desviacion estandar.

6.3 Revision de las anormalidades externas

En el Cuadro V, se pueden apreciar los datos obtenidos después de la revision

externa de cada uno de los fetos obtenidos de las hembras tratadas en el dia 7 de

gestacion, como se puede observar el niumero de fetos con tronco de lado se
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incrementd en la dosis de 18.5 mg/kg, siete veces mayor que el testigo negativo,

de manera estadisticamente significativa.

En las tres dosis de talio el numero de fetos con rotacidon de extremidades
superiores se incremento significativamente en las dosis de 4.62 y 9.25 mg/kg con

mas del triple que el control negativo.

Para rotacion de extremidades inferiores se observa incremento significativo en las
tres dosis de acetato de talio, con mas del triple en relacion al control negativo,
con un 70.74 %, 41.73 % y 31.57 % para los grupos de 9.25, 4.62 y 18.5 mg/kg

respectivamente.

Los fetos que presentan cola curva y cola de lado en los tres grupos con talio se
aumentan, siendo significativo solo en la dosis de 18.5 mg/kg para cola curva y en
las dosis de 4.62 y 18.5 mg/kg para cola de lado. El porcentaje de fetos con cola
de punta en gancho muestra ligeros aumentos en la dosis mas alta 18.5 mg/kg, sin
tener una significancia estadistica. En la Figura 2 se pueden apreciar algunas
fotografias de las anormalidades encontradas en los fetos de las hembras tratadas

con acetato de talio.
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Cuadro V. Evaluacion externa de los fetos obtenidos de hembras tratadas con

acetato de talio en el dia 7 de gestacién.

Testigo Tratamientos con CH3;COOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5

Camadas examinadas 10 10 10 10
Fetos examinados 147 115 147 152
Fetos con anormalidades a a a
externas (%) 27(18.36) 61%(53.04) 106%(72.10)  71%(46.71)
Alteraciones externas encontradas (%):
Tronco de lado 2(1.36) 1(0.86) 5(3.40) 14 #(9.21)
Extremidades superiores 4 4 152(13.04) 13°(8.84)  3(1.97)
con rotacion
Extremidades inferiores 19(12.92)  48°(41.73) 104 °(70.74) 48 °(31.57)
con rotacion
Cola curva 1(0.68) 4(3.47) 3(2.04) 8 %(5.26)
Cola de lado 4(2.72) 10%(8.69) 11 (7.48) 12 #(7.89)
Cola con punta en gancho  4(2.72) 0 1(0.68) 7(4.60)

P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)
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Figura 2. Fotos de fetos obtenidos de hembras tratadas con acetato de
talio en el dia 7 de gestacion. En a) control negativo, sin
anormalidades; en b) cola de lado, dosis de 18.5 mg/kg; en c) rotacion
de extremidad superior derecha hacia abajo, tratamiento de 4.62
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mg/kg; en d) rotacion de extremidades inferiores, dosis 18.5 mg/kg; en
e) extremidades inferiores con rotacion y cola curva tratado con 4.62
mg/kg; en f) cola y tronco de lado, dosis de 18.5 mg/k y en g) cola con
punta en gancho y extremidad inferior izquierda con rotacion,
tratamiento con 18.5 mg/kg.

6.4 Revision del sistema esquelético

Después de realizar la tincion con rojo de alizarina los fetos se revisaron por
partes, la cabeza, esterndn y costillas, extremidades superiores e inferiores, donde
principalmente se observaron huesos parcialmente osificados (PO), los cuales
tienen un aspecto poroso. También se observaron huesos con osificacion
incompleta (Ol), es decir que el hueso no se tifio completo y parece que les falta

un pedazo; ambas pueden deberse a una osificacién tardia.

Huesos de cabeza

Los datos del analisis de los huesos de la cabeza tefidos con rojo de alizarina
(que sdlo tifie hueso), de cada feto las hembras tratadas con acetato de talio y del
grupo testigo, se muestran en el Cuadro VI. En él se observa que los fetos testigo
presentaron un 13% de Ol en el exocipital, mientras que en los tratados con
acetato de talio esta variacion se incrementé en las tres dosis (4.62 mg/kg, 9.25
mg/kg y 18.5 mg/kg) en aproximadamente mas del doble pero sin valores

estadisticamente significativos.

En el grupo testigo no se observaron huesos PO, mientras que en los tratados con
la dosis baja, siete de los huesos examinados presentaron un incremento, tres en
la dosis intermedia y cinco en la dosis alta. En la dosis media también se presento

atlas engrosado.
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Cuadro VI. Variaciones en la osificacion de los huesos de la cabeza en fetos obtenidos
de ratones hembras CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion con CH;COOTI.

Testigo Tratamientos con CH3;COOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5

Numero de fetos examinados 34 27 31 39
Fetos con variaciéon en cabeza (%) 13(38.23) 26 °7(96.29) 287(90.32) 39°(100)
Fetos con algun tipo de variacion en la osificacion de la cabeza (%):
Frontal PO 0 6°(22.22) 47(12.90) 0
Parietal PO 0 11°(40.74) 5916.12) 13%(33.33)
Interparietal PO 0 14%(51.85) 2(6.45) 277(69.23)
Maxilar superior PO 0 97(33.33) 0 16°(41.02)
Mandibula PO 0 6°(22.22) 0 13%(33.33)
Hueso temporal PO 0 3%(11.11) 0 0
Exocipital Ol 13(38.23) 16(59.25) 23(74.19) 24(61.53)
Supraccoiital  TO 0 Fesn  Te2se  18°4615)
Atlas Engrosada 0 0 0 ) 5%12.82)

Ol 0 2(7.40) 47(12.90) 0

Tipo de variaciéon: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Huesos de esterndn y costillas

En el Cuadro VII. Se muestran los datos de la revisidon de huesos de esternén y

costilla. El porcentaje de fetos con esternén asimétrico se incrementoé en las tres

dosis, en 4.62 mg/kg se observo 4.81% de fetos con costillas cortas, en 9.25

mg/kg se presentd 19.35% de fetos con osificacion incompleta de esternén, en

tanto que en la dosis mas alta la diferencia estadistica se presenta en esternén

parcialmente osificado.
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Cuadro VII. Variaciones en la osificacion de los huesos de esternon y costillas de los
fetos obtenidos de ratones hembras CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion con
CH3;COOTI.

Testigo Tratamientos con CH;COQOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5
Numero de fetos examinados 34 27 31 39

Fetos con variacion en huesos de

estemon y costilla (%) 18 (62.94) 26 (96.29) 27 (87.09) 39 (100)

Fetos con algun tipo de variacion en la osificacion de esternon y costilla (%):

PO 3(8.82) 6(22.22) 7(22.58) 12%(30.76)
Ol 1(2.94) 1(3.70) 6°(19.35) 3(7.69)
Esterndn Trozado 0 2(7.40) 2(6.45) 3(7.69)
Asimétrico 10(29.41) 23%(85.18) 22%(70.96)  31%(79.48)
Mancuerna 2(5.88) 5(18.51) 3(9.67) 7(17.94)
Corta 0 4°(4.81) 1(3.22) 3(7.69)
Costillas Rudimentaria 2(5.88) 3(11.11) 1(3.22) 9(23.07)
Extra 0 1(3.70) 0 2(5.12)

Tipo de variacién: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Huesos de extremidades superiores

En el Cuadro VIII. Se encuentran las variaciones encontradas en los huesos
examinados de las extremidades superiores de los fetos, donde se puede observar
que algunas variaciones que no se observan en el grupo testigo presentan valores
minimos en los grupos tratados, otros como radio parcialmente osificado y angosto
muestran un mayor porcentaje en los grupos tratados pero sin valores

estadisticamente significativos en todos los casos.
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Cuadro VIII. Variaciones en la osificacidon de los huesos de las extremidades
superiores de los fetos obtenidos de ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de
gestacion con CH;COOTI.

Testigo Tratamientos con CH;COQOTI en mg/kg

4.62 9.25 18.5

Numero de fetos examinados 34 27 31 39

fozt)osco” variacion en esternon 5 44 7y 7(2592)  9(20.03) 13 (33.33)

Fetos con algun tipo de variacion en la osificacion de extremidades superiores (%):

Escapula Ol 0 2 (7.40) 2(6.45) 0
N ol 0 0 1(3.22) 1(2.56)
Cubito Angosto O 0 2(4.87) 0
Radio PO 2(588) 4(1481)  4(12.90)  7(17.94)
Angosto  3(882)  2(740)  3(967)  6(15.38)

Tipo de variacién: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacién incompleta.
P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Huesos de extremidades inferiores

En el Cuadro IX, se muestran las variaciones encontradas en los huesos
examinados de las extremidades inferiores, para el peroné sobre la tibia, recto y
curvo, presenta un incremento estadisticamente significativo, en al menos uno de

los tres tratamientos con talio.
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Cuadro IX. Evaluacion de los huesos de extremidades inferiores de los fetos
obtenidos de ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion con CH;COOTI.

Testigo Tratamientos con CH;COQOTI en mg/kg

4.62 9.25 18.5
Numero de fetos examinados 34 27 31 39
Fetos con variacion en extremidades
inferiores (%) 2 (5.88) 21%77.77) 23°(74.19) 377(94.87)

Fetos con algun tipo de variacion en la osificacion de las extremidades inferiores (% ):

llion PO 0 0 0 2(5.12)
Fémur PO 0 0 2 (6.45) 3 (7.69)
Tibia Angosto 0 0 2 (6.45) 0

Recto 0 0 0 10°(25.64)

Sobre la Tibia  2(5.88) 21° (77.77) 19°(61.29) 26 (66.66)

Peroné Angosto 0 0 2 (6.45) 0
Curvo 0 6°(2222) 0 82 (20.51)
PO 0 0 0 4 (10.25)

Tipo de variaciéon: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Porcentaje de fetos con variaciones en huesos

Los datos de fetos con una o mas variaciones en los huesos de cabeza, costillas-
esterndn, extremidades superiores e inferiores correspondientes a los cuadros VI,
VII, VIIl y IX respectivamente, se muestran en la Figura 3. En la que se observa
que el porcentaje de fetos tratados con acetato de talio que presentaron al menos
una variacion en la osificacion, se incrementd en todas las regiones examinadas y
estan por encima del grupo testigo, alcanzando hasta el 100% de variaciones para
la dosis de 18.5 mg/kg en cabeza y esternén-costillas, el 94.87% en extremidades

inferiores para la misma dosis y un 33.33% para las extremidades superiores. La
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Figura 4, muestra fotografias de algunas variaciones encontradas en huesos de
los fetos obtenidos de las hembras tratadas con acetato de talio en el dia 7 de

gestacion.

Figura 3. Porcentaje de variaciones en huesos de los fetos
tratados con acetato de talio en el dia 7 de gestacion.
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Figura 4. Fotos de fetos con variaciones esqueléticas en
fetos tratados en el dia 7 de gestacion con acetato de talio,
tincion de hueso. En a) testigo, sin anormalidades; en b)
osificacion asimétrica de las esternebras de la dos a cuatro y
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en forma de mancuerna la seis, dosis de 18.5 mg/kg; en c)
radio angosto, tratamiento de 18.5 mg/kg; en d) peroné sobre
la tibia, dosis de 4.62 mg/kg; en e) peroné sobre la tibia, de
9.25 mg/kg y en f) osificacion incompleta del exocipital, dosis
de 18.5 mg/kg.

Cartilago y huesos de cabeza

Después de realizar la tincién con azul de alciano mas rojo de alizarina, los fetos
se revisaron de la misma manera que los inspeccionados anteriormente para
hueso. Las variaciones en el cartilago y hueso de cabeza de los fetos obtenidos
de las hembras tratadas con talio se muestran en el Cuadro X. La PO presenta un
incremento significativo con respecto al testigo en los huesos; frontal, parietal,
interparietal y supraoccipital en las tres dosis con talio. Mientras que el maxilar
superior, mandibula, temporal y el exocipital se incrementé en al menos uno de los

grupos tratados.

Los huesos con osificacion incompleta (Ol) como el supraoccipital tiene un
incremento significativo con respecto al grupo testigo en la dosis de 9.25 mg/kg, el
atlas en las dosis media y alta, otros como el maxilar superior y exocipital se
observan en al menos uno de los grupos tratados sin valores estadisticamente
diferentes. En el caso del atlas asimétrico y engrosado presentan valores en al
menos una de las dosis de los grupos tratados sin ser estadisticamente

significativos.
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Cuadro X. Evaluacién del cartilago y huesos de cabeza de los fetos obtenidos de
ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion con CH3;COOQOTI.

Testigo Tratamientos con CH;COOQOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5
Numero de fetos examinados 41 33 41 41
Fetos con variacién en cartilago
y huesos de cabeza (%) 10 (24.39) 327%96.96) 39°%95.12) 397(95.12)
Fetos con algun tipo de variacion en el cartilago y en la osificacién de cabeza (%):
Nasal PO 0 3 (9.09) 0 0
Frontal PO 0 6° (18.18) 147 (34.14) 9° (21.95)
Parietal PO 0 247 (72.72) 26° (63.41) 247 (58.53)
Interparietal PO 0 277 (81.81) 24°(58.53) 327 (78.04)
. , PO 0 2 (6.06) 0 77 (17.07)
Maxilar superior ol 0 0 2 (4.87) 0
Mandibula PO 0 3(9.09) 3(7.31) 97 (21.95)
Hueso temporal PO 0 6° (18.18) 5% (12.19) 0
o Ol 10 (24.39) 13 (39.39) 13 (31.70) 20 (48.7)
E tal
xocipita PO 0 0 4°(9.75) 0
. PO 0 147 (42.42) 67 (14.63) 217 (51.21)
Supraoccipital ol 0 0 7° (17.07) 0
Asimétrica 0 3(9.09) 0 2 (4.87)
Atlas Engrosada O 3 (9.09) 2 (4.87) 3 (7.31)
Ol 0 0 4°(9.75) 4%9.75)
PO 0 0 0 2 (4.87)

Tipo de variacion: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
“P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Cartilago y huesos de esterndn y costillas

Se muestran los resultados de la evaluacion de cartilago y hueso en esternén y

costillas de los fetos tratados en el Cuadro XI. El esternén PO y la Ol tienen valores
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estadisticamente significativos en los tres grupos tratados. Otras variaciones en
esterndén, como el asimétrico con valores significativos en los tres grupos tratados
con mas del doble que el testigo, el esternébn en mancuerna también se observa con

un valor mayor en la dosis de 4.62 y 18.5 mg/kg y el trozado en la dosis mayor.

Otras variaciones como costillas rudimentarias con un valor estadisticamente
diferente en la dosis de 4.62 mg/kg de acetato de talio, y desplazadas hacia abajo en
las dosis de 4.62 y 18.5 mg/kg.

Cuadro Xl. Evaluacion de cartilago y huesos de esternén y costillas de los fetos obtenidos
de ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacién con CH;COOQOTI.

Testigo Tratamientos con CH;COQOTI en mg/kg
4.62 9.25 18.5
Numero de fetos examinados 41 33 41 41

Fetos con variacion en cartilago y huesos

do catermdn y wostils (%) 13 (31.70) 32°(96.96) 31°(75.8) 39°(95.12)

Fetos con algun tipo de variacion en cartilago y huesos de esterndn y costillas (%):

PO 3(7.31) 6 (18.18) 4 (9.75) 15° (36.58)
Ol 0 77 (21.21) 4% (9.75) 6° (14.63)

Esternon Trozada 0 3 (9.09) 2 (4.87) 4°(9.75)
Asimétrica 8 (19.51) 267 (78.78) 23%56.09) 31%(75.60)
Mancuerna 0 6° (18.18) 3(7.31) 47 (9.75)
Corta 1(2.43) 3(9.09) 4 (9.75) 3(7.31)
Rudimentaria 1(2.43) 6°(18.18) 5(12.19) 6 (14.63)

Costillas Extra 0 2 (6.06) 0 0
Desplazadas hacia 0 5% (15.15) 0 7°(17.07)
abajo

Vertebras toracicas  Desalineadas 0 0 2 (4.87) 0

Tipo de variacion: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
“P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)
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Cartilago y hueso de extremidades superiores

Las variaciones de cartilago y hueso en extremidades superiores se muestran en
el Cuadro Xll. Los huesos parcialmente osificados (PO) como el radio y el cubito
muestran valores estadisticamente significativos en la dosis mayor, los huesos con

Ol y otras variaciones no muestran valores significativos.

Cuadro XIlI. Evaluacion de cartilago y huesos de extremidades superiores de los
fetos obtenidos de ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacion con
CH3;COOTL.

Testigo Tratamientos con CH;COQOTI en mg/kg

4.62 9.25 18.5

Numero de fetos examinados 41 33 41 41

Fetos con variacion en cartilago y

hueso de extremidades superiores 3(7.31) 10°(30.30) 7 (17.07) 217(51.21)
(%)

Fetos con algun tipo de variacion en cartilago y en la osificacion de extremidades superiores
(%):

Escapula PO 0 0 1(2.43) 2 (4.87)
o] 0 0 1(2.43) 2 (4.87)
Cubito Curvo 0 3 (9.09) 1(2.43) 3(7.31)
PO 0 0 2 (4.87) 4°(9.75)
PO 1(243)  2(6.06) 4 (9.75) 77 (17.07)
Radio Angosto 0 2 (6.06) 1 (2.43) 0
Curvo 2(487) 4(12.12) 1(2.43) 6 (14.63)

Tipo de variaciéon: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificaciéon incompleta.
“P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Cartilago y hueso de extremidades inferiores

Las variaciones de cartilago y hueso encontradas en extremidades inferiores se

muestran en el Cuadro Xlll. El porcentaje de fetos que presentaron peroné sobre
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la tibia, se incrementd en los tres grupos tratados con valores estadisticamente
significativos en relacion al grupo testigo. Para el fémur angosto, peroné curvo y

angosto se observan valores significativos en al menos una de las dosis con talio.

Cuadro Xlll. Evaluacion de cartilago y hueso de extremidades inferiores de los fetos
obtenidos de ratones hembra CD-1 tratadas en el dia 7 de gestacién con CH;COOTI.

Testigo Tratados con CH;COOQOTI en mg/kg

4.62 9.25 18.5

Numero de fetos examinados 41 33 41 41

Fetos con variacion en cartilago y

huesos de extremidades inferiores (%) 8 (19.51) 327(96.96) 30" (73.17) 38" (92.68)

Fetos con algun tipo de variacion en el cartilago y osificacién de extremidades inferiores (%):

llion PO 0 0 0 2 (4.87)
Femur PO 0 2 (6.06) 2(645) 0
Angosto 0 11°(33.33) 1(243)  9°(21.95)
Tibi Curva 0 2 (6.06) 2(645) 0
lbia PO 0 0 0 2 (4.87)
Recto 5(12.19) 0 0 10 (24.39)
Sobre la Ti 3(7.31) 29° (87.87) 24° (58.53) 27%(65.85)
Peroné
Angosto 0 2 (6.06) 3(7.31)  77(17.07)
Curvo 0 2 (6.06) 4°(9.75) 11°(26.82)

Tipo de variaciéon: PO, parcialmente osificado (hueso poroso); Ol, osificacion incompleta.
“P< 0.05 tratado vs. testigo negativo(x2)

Porcentaje de fetos con variaciones en cartilago y huesos

Los fetos con una o mas variaciones en cartilago y hueso de cabeza, costillas-

esterndn y extremidades superiores e inferiores correspondientes a los cuadros X,
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XI, Xil'y XIII respectivamente, se incrementaron con respecto al testigo en todos
los grupos tratados con acetato de talio, se muestran en la Figura 5. Alcanzando
hasta un 96.96% para la dosis de 4.62 mg/kg en cabeza, esternén-costillas y
extremidades inferiores, y para las superiores el 51.21% en la dosis de 18.5
mg/kg. La Figura 6, muestra fotografias de algunas variaciones encontradas en
cartilago y huesos de los fetos obtenidos de las hembras tratadas con acetato de

talio en el dia 7 de gestacion.

Figura 5. Porcentaje de variaciones en cartilago y huesos de

los fetos tratados con acetato de talio en el dia 7 de gestacion.
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Figura 6. Fotos de fetos con variaciones esqueléticas
tratados con talio, tincion de cartilago y hueso. En a)
testigo, sin anormalidades; en b) peroné sobre la tibia
tratado con 18.5 mg/kg; en c) radio parcialmente
osificado, con 18.5 mg/kg; en d) esternebra numero
cinco trozada, dosis de 9.25 mg/kg; en e) costillas extra
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(14) y rudimentaria del lado derecho y costilla corta del
lado izquierdo, tratado con18.5 mg/kg; en f) peroné sobre
la tibia, con 18.5 mg/kg y en g) esternebras asimétricas y
extremidad inferior con peroné sobre la tibia, dosis de
4.62 mg/kg.

VII. Discusion

Los metales pesados son contaminantes ubicuos con propiedades téxicas
conocidas. La exposicion de los humanos a estos quimicos puede ocurrir de forma
ocupacional, pero para la poblacién en general, el aire, los alimentos y el agua son

las fuentes mas comunes de exposicion (Amaya et al., 2013).

Las mujeres embarazadas son consideradas un grupo vulnerable en términos de
exposicién a compuestos metalicos, incluyendo a aquellos que no se sabe que
tengan alguna funcién bioldgica, debido a que los metales tienen afinidad por los
ligandos y moléculas transportadoras usadas por los elementos esenciales,
ademas algunos de sus iones son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica,
gonadal y placentaria, lo que puede tener impacto en la salud del feto en
desarrollo (Callan, 2013; Fort et al., 2014).

Para el caso particular de los mamiferos, |la etapa prenatal es la mas sensible en
el desarrollo de un organismo, debido al alto grado de division y diferenciaciéon
celular, los embriones y el feto son muy susceptibles al efecto de posibles
teratdbgenos, generalmente a dosis de exposicion que no necesariamente son
peligrosas para la madre. Si la exposicion se presenta durante la organogénesis
pueden producirse cambios estructurales permanentes y si la exposicion se

origina al finalizar puede provocar cambios funcionales (Al-Saleh et al., 2011).

ElI TI y sus compuestos, son ampliamente utilizados en varios procesos
industriales y de ahi pasan al aire, agua y suelo llegando a los alimentos que
consume la poblacion en general, se acumulan en el organismo y son capaces de
cruzar la barrera hemato-encefdlica, -gonadal y placentaria, se tiene bien

documentada su toxicidad, pero los efectos del talio en la reproduccion y en el
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desarrollo son pocos, de aqui el interés de elucidar los efectos que pueda inducir

el Tl sobre el desarrollo.

Los trabajos de investigacion con animales ha mostraron que el Tl produce efectos
sobre el aparato reproductor masculino, en embriones de pollo la exposicion a
este metal durante el desarrollo puede producir anomalias como acortamiento
severo de los huesos largos tanto del ala como de la pierna, tibia curvada y
crecimiento excesivo de la mandibula superior (pico de loro) (Hall, 1977). En rata
reportaron retraso en el desarrollo, atrofia de los foliculos pilosos y dafio en la
actividad motora (Gibson y Becker, 1970; Rossi et al., 1988), mientras que en
ratén los reportes son contradictorios y poco concluyentes (Léonard y Gerber,
1997). Por lo que en este trabajo se revisaron los fetos de ratones hembra
tratadas con tres diferentes dosis de acetato de talio aplicadas en el dia siete de

gestacion.
Toxicidad materna

En los mamiferos el embrién y el feto estan rodeados por el sistema materno y
dependen de éste. Excepto por los agentes fisicos, todo a lo que esté expuesta la
madre pasa a través del flujo sanguineo materno y la placenta antes de llegar al
embridn o feto en desarrollo. EI metabolismo, almacenamiento y excrecion puede
alterar significativamente la llegada del compuesto quimico hacia el producto. Aun
después del nacimiento el recién nacido puede continuar dependiendo de la
nutricion materna si es amamantado y puede seguir expuesto (Sharma y Mogra,
2013).

Durante la evaluacion del efecto de los compuestos quimicos, sobre el desarrollo
embrionario, también se evalla la toxicidad materna ya que cualquier factor que
modifique la homeostasis de la hembra puede afectar el desarrollo de la

descendencia o progenie.

Frecuentemente la toxicidad materna se manifiesta como reduccién o ganancia
exagerada de peso, signos clinicos como caida de pelo, cambios en la ingesta del

alimento, diarrea, sangrado, etc. o efectos mas sutiles como cambios en el
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comportamiento. En general no se considera que esta sea responsable de inducir
malformaciones fetales importantes, pero se ha asociado con disminucién de peso
fetal y con pequefias anormalidades 6seas como costillas onduladas en ratas. Por
otro lado, la toxicidad embrionaria o fetal no puede ser confirmada si los defectos
en el desarrollo ocurren solamente a dosis donde la toxicidad materna también se
produce (Bolon, 2015; Dos Santos, 2015).

En este trabajo se administrd, de forma aguda, por inyeccion intraperitoneal
CH3COOTI a ratonas hembra en el dia 7 de gestacion. Durante todo el trabajo los
animales se pesaron y se revisaron externamente, al finalizar los parametros de
toxicidad materna no mostraron diferencia con los del grupo control, por lo cual
podemos decir que el tratamiento aplicado no causé toxicidad materna. Sin
embargo, Gibson y Becker en 1970, reportaron que la administracion de varias
aplicaciones de sulfato de talio (TI,SO,) via intraperitoneal, a ratas hembra
prefadas Sprague-Dawley les provocé diarrea, letargo, irritabilidad, falta de brillo

en el pelo y pérdida del mismo en todos los grupos tratados.

Otro trabajo en el cual se administré TI,SO, via oral (1mg/dl) a ratas gestantes,
desde el primer dia de gestacidén hasta el destete no se reportd efecto en el peso
corporal materno y tampoco en la duracion del periodo de gestacién (Rossi et al.,
1988).

Por lo anterior podemos ver que, al igual que como sucede con otros iones
metalicos, la toxicidad materna producida por el talio depende del compuesto
aplicado, el tiempo y duracion de la exposicion, la via de administracion, y como
sucede con algunos otros metales de la composicidon quimica y el estado de
oxidacion del mismo (Apostoli y Catalani, 2011). Por lo que se considera necesario
hacer mas trabajos experimentales con CH3;COOQOTI y otras sales de este metal en

ratones como modelo de prueba.
Toxicidad embrionaria y fetal
La exposicion fetal a factores ambientales ocurre a través del liquido amnidtico, la

placenta, y el cordon umbilical, ha sido ampliamente demostrado que la barrera
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placentaria no es completamente impermeable al paso de sustancias nocivas o
agentes toxicos (Caserta et al., 2013). En 1978 se determin6 el paso de TI" a
través de la placenta en ratas Wistar y raton kisslegg alimentada con 8 mg/kg de
T1,SO,, donde se encontré que el rifidn de la hembra tenia concentraciones altas
de la sal y podian ser detectadas aun después de 50 h de la administracion. En el
tejido fetal la maxima concentracion de Tl fue encontrada después de 4 h de la
administracién y no se reportaron diferencias entre rata y raton (Ziskoven et al;
1983).

Cuando se revisa la morfologia de cada sitio de implantacion los que contienen
fetos viables presentan tamafo, color y forma caracteristica del estado de
desarrollo dependiendo de los dias de gestacion. Mientras que otros tienen
tamafo reducido o no se observa el feto y en su lugar hay tejido altamente
necrosado o decidua sin embridon o un embrién en autolisis (reabsorcion) (Bolon,
2015), indicando que el embrion murié y se esta produciendo una digestion
enzimatica del tejido. El Tl en forma de acetato de talio utilizado en este trabajo y
administrado a ratones hembra en el dia 7 de gestacion, no produjo toxicidad
embrionaria, los valores no muestran diferencias significativas en ninguno de los
grupos tratados con talio. Lo que concuerda con, Gibson y Becker, 1970, no
reportaron incremento en las reabsorciones al administrar 2.5 mg/kg de TI,SO,,
varios dias y administraciones de forma intraperitoneal durante la gestacion a

ratas Sprague-Dawley prenadas.

Por otro lado, los parametros para medir fetotoxicidad incluyen numero de
camadas afectadas, numero de fetos vivos o muertos y con malformaciones
(Bolon, 2015). En este trabajo no se observd muerte fetal que es uno de los
parametros considerados. La longitud y peso de los fetos no mostraron diferencias
significativas, lo que concuerda con un estudio realizado por Rossi et al. (1988), en
el que los pesos de las crias de las ratas tratadas, no se ven afectados al
administrar 1mg/dl de TI,SO, en agua bebible desde el primer dia de gestacion
hasta el destete. Pero Gibson y Becker (1970), reportan que el peso corporal fetal

se ve disminuido con la administracion de este compuesto, varias aplicaciones de
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forma intraperitoneal. Los pocos trabajos reportados con TI,SO, no reportan

diferencias en la longitud de los fetos.

Por lo que podemos decir que la administracién intraperitoneal de CH3COOT la
ratones hembra prefadas, no produce embriotoxicidad y tampoco fetotoxicidad al

menos con las dosis probadas.
Variaciones fetales externas

Trabajos realizados con TI,SO,en embriones de pollo reportan que la exposicién a
este metal durante el desarrollo puede producir anomalias como acortamiento
severo de los huesos largos tanto del ala como de la pierna, tibia curvada y
crecimiento excesivo de la mandibula superior (pico de loro) (Hall 1977). En rata
reportaron retraso en el desarrollo, atrofia de los foliculos pilosos y dafo en la
actividad motora (Gibson y Becker, 1970; Rossi et al., 1988), mientras que en

ratdn los reportes son contradictorios (Leonard y Gerber, 1997).

En este trabajo, al aplicar una inyeccion intraperitoneal de acetato de talio, en el
dia 7 de gestacion, se encontré que los fetos de ratdn presentaron tronco de lado
(18.5 mg/kg), rotacion de extremidades superiores (4.62 y 9.25 mg/kg) e inferiores
(4.62, 9.25 y 18.5 mg/kg), cola curva (18.5 mg/kg) y de lado (4.62 y 18.5 mg/kg).
La variacién con mayor presencia es la rotacion de extremidades inferiores y
superiores. Este tipo de anomalias son consideras variaciones o defectos de
postura (Bolon, 2015) pero no llegan a definirse como una anormalidad, porque no
son cambios permanentes (Chahoud et al., 2015) y no se sabe si tienen alguna
repercusion en la salud del feto, se tendria que dejar a término al feto al menos
hasta el destete y posteriormente revisarlo, para comprobar si es permanente. Ya
que una malformacién, se define como un cambio estructural permanente que
afecta adversamente la sobrevivencia o salud de la especie investigada (Chahoud
et al., 2015).

La rotacion de extremidades superiores e inferiores encontradas en este trabajo
puede estar relacionada con la atrofia muscular progresiva en el musculo del

peroneo reportado por Barroso-Moguel et al., 1996 en ratas de un dia de nacidas
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a las que se les administr6 16 mg/kg de CH3COOTI via intraperitoneal. Esto

confirma que el compuesto esta causando efecto en las extremidades inferiores.
Variaciones esqueléticas

El hueso y el cartilago son tejidos altamente especializados y complejos que
proporcionan rigidez funcional para el cuerpo de los vertebrados. El cartilago
predomina en el esqueleto embrionario temprano, pero este se sustituye
progresivamente por hueso al avanzar la edad, los agentes téxicos influyen en
estos tejidos (Lansdow, 1993). Es por ello que la tincién del esqueleto fetal es un
método importante en los estudios de toxicologia del desarrollo ya que permite
una rapida y detallada observacion del esqueleto sin necesidad de utilizar técnicas

costosas (Menegola et al., 2001; Redfern et al., 2007).

Si bien la técnica de tincién con rojo de alizarina aporta una gran cantidad de
datos sobre el sistema esquelético, la tincidén de cartilago y hueso (con rojo de
alizarina y azul de alciano) permite la evaluacion completa, abarcando ambos,
permitiendo distinguir si se presenta osificacion tardia (PO u Ol), o se encuentra
ausente el hueso (Chahoud et al., 2015; Dodo et al., 2009).

La osificacién tardia es una anormalidad donde el efecto es temporal ya que solo
se retrasa el proceso y estas se terminan de osificar conforme continua el
desarrollo (Dodo et al., 2009). Lo anterior de acuerdo con la clasificacién de

anomalias en el hueso y el cartilago realizada por Chahoud et al. (2015).

En este trabajo las anormalidades en los huesos (rojo de alizarina) de los grupos
tratados con CH3;COOTI se incrementaron al doble, llegando a presentarse en
todos los fetos examinados, como en el caso de cabeza, esterndn-costillas y

extremidades inferiores, lo mismo que para las de hueso y cartilago.

Respecto a los resultados de osificacion tardia en hueso, nuestros resultados son
comparables con el estudio realizado en embriones de pollo en el que se encontro
una reduccion en el crecimiento de las extremidades o huesos largos, al

administrar 0.6 mg/huevo de TI,SO, (Hall, 1977). Aunque en el caso de los pollos si
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se observan malformaciones y no solo retraso en la osificacién. Por lo que se
propone que el Tl disminuye la sintesis de glucosaminoglicanos y retarda la
deposicion de calcio en la matriz extracelular afectando de esta forma el desarrollo

de los huesos (Hall, 1977; Haschek y Rousseaux, 1998).

Por otra parte, la rotacion de extremidades inferiores encontrada en este trabajo al
revisar externamente los fetos bajo el estereoscopio concuerda con las
observaciones de peroné sobre la tibia registrada en la tincion de hueso, ya que el
porcentaje encontrado en ambos andlisis es consistente en las tres dosis
probadas de CH3COOTI, es decir, que se esta afectando el proceso de formacion

de las extremidades inferiores principalmente.

Se sabe que algunos metales que son teratégenos, uno de los principales érganos
que afectan es el sistema esquelético (Ungvary et al., 2001). Fetos con peso y
talla disminuida frecuentemente presentan retardo en la osificacion de huesos de
desarrollo tardio como las estructuras de las extremidades distales, columna
vertebral, caja toracica y esternén. Aunque estas estructuras no osificadas
generalmente se continuan osificando conforme continua el desarrollo (Dodo et al.,

2009). Aunque en este trabajo el peso y la talla no se modificaron.

Por ultimo, considerando la informacién obtenida de ambas técnicas de tincién
podemos decir que la de hueso-cartilago mostré mayor numero de variaciones ya

que tiene mayor numero de huesos con anomalias.

Dada la poca informacién que se tiene del efecto del CH3;COOTI sobre la
reproduccion y desarrollo embrionario-fetal se considera necesario realizar mas
estudios con el mismo compuesto administrando diferentes dosis y por periodos
de tiempo diferentes, para determinar con certeza el grado de dafio que puede

causar este metal a los organismos durante el desarrollo intrauterino.
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VIII. Conclusiones

1. La administracion de 4.62, 9.25 y 18.5 mg/kg de CH3;COOQOTI en el dia 7 de
gestacion a raton hembras no causé toxicidad materna.

2. Los valores encontrados en toxicidad embrionaria no son estadisticamente
significativos, lo que indica que el compuesto no causé toxicidad en los
embriones.

3. Las principales variaciones fetales, en la anatomia externa causadas por el
CH3;COOQOTI administrado a las hembras gestantes en el dia 7 de gestacion
son: rotacién de extremidades superiores e inferiores, cola curva y de lado y
tronco de lado.

4. La administracion de CH3COOTI causé osificacion tardia en huesos de
cabeza, esterndn-costilla y extremidades inferiores.

5. El uso de ambas técnicas de tincidén facilitd la evaluacion del sistema
esquelético para identificar si los fetos presentaban huesos ausentes u
osificacion tardia.

6. Los resultados obtenidos muestran que el acetato de talio esta provocando
algunas variaciones fetales externas y en cartilago y huesos, pero se
considera necesario realizar mas trabajos experimentales con el mismo
compuesto y modelo biolégico de prueba, para determinar con certeza si el

talio es un agente teratégeno.
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